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Capitolo 1
Introduzione
 
1.1  Proteomica
1.1.1 Definizione
Con il termine proteomica, coniato per la prima volta nel 1995, si intende la
caratterizzazione su larga scala di tutte le proteine appartenenti ad una linea
cellulare, ad un tessuto o ad un organismo [1], [2], [3]. 
Lo  scopo  degli  studi  di  tipo  proteomico  è  quello  di  ottenere  una  visione
globale ed integrata di tutte le proteine presenti in una cellula [4]. Infatti gli
effettori  delle  funzioni  cellulari  non  sono  i  geni,  ma  le  proteine,  quindi
attraverso il solo studio del genoma sarebbe impossibile ottenere informazioni
circa i meccanismi patologici, le modificazioni post-traduzionali e i possibili
target farmacologici [5], [6]. 
La possibilità  di  studiare  le  modificazioni  post-traduzionali  rappresenta  un
enorme  vantaggio  rispetto  agli  studi  tradizionali  di  tipo  genomico,  infatti
queste  modificazioni  si  riflettono sulla  funzionalità  della  proteina [7],  [8].
Possiamo  quindi  definire  il  proteoma  come  un’entità  dinamica  in  quanto
cellule di uno stesso organo possono esprimere proteine differenti e lo stesso
tipo  di  cellula,  in  base  a  diverse  condizioni  (età,  malattia,  ambiente),  può
esprimere proteine diverse [9]. 
La proteomica si può suddividere in :
• proteomica  funzionale:  permette  di  caratterizzare  le  attività,  le
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interazioni e le modificazioni post-traduzionali per poter descrivere i
meccanismi cellulari a livello molecolare ;
• proteomica  profiling:  fornisce  la  descrizione  dell’intero  proteoma  di
una  cellula,  organismo  o  tessuto;  si  tratta  quindi  di  un  approccio
puramente  descrittivo  che  comprende  la  localizzazione  e
l’identificazione dei prodotti di espressione proteica. 
Le tecniche proteomiche rientrano in un  range  molto vasto, dove vengono
integrati  metodi  biologici,  chimici  ed  analitici.  La  spettrometria  di  massa
(MS),  accoppiata  a  metodi  di  separazione  di  proteine,  è  la  tecnica
principalmente  utilizzata  [10].  La  MS è  una  tecnica  altamente  sensibile  e
versatile  e  permette  di  quantificare  le  proteine,  di  determinarne  sequenza,
massa  e  informazioni  strutturali,  in  particolare  le  modificazioni  post-
traduzionali, come le glicosilazioni o le fosforilazioni [11]. 
Generalmente uno studio proteomico è composto dalle seguenti fasi: 
•  I fase: scelta e preparazione del campione. 
• II fase:  separazione delle proteine attraverso tecniche cromatografiche
o elettroforetiche.
• III fase: identificazione delle proteine tramite l’uso della spettrometria
di massa; le proteine identificate vengono poi confrontate con quelle
presenti in un database che contiene le proteine codificate dal genoma. 
Il  successo  nell’identificazione  della  proteina,  comunque,  dipende  dalla
preparazione del campione e dal tipo di spettrometro di massa utilizzato. La
combinazione  della  MS,  per  l’identificazione  proteica,  con  l’elettroforesi
bidimensionale (2-DE), come tecnica separativa ad alto potere risolutivo, è il
metodo classico  e  il  più utilizzato  in  questo  tipo di  studi  [12].  Inoltre,  la
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combinazione   di   diverse   strategie   di   separazione  come   ad  esempio  la
cromatografia ad esclusione molecolare (SEC), la cromatografia a scambio
ionico (IE),  a fase inversa (RP),  o di  altre  tecniche cromatografiche,  è  un
approccio comune per separare le proteine in un sistema biologico [13], [14]. 
Negli ultimi anni la proteomica [15], [16], [17], grazie anche allo sviluppo di
nuove  tecniche  di  spettrometria  di  massa  e  alla  disponibilità  di  sequenze
genomiche,  è  progredita  con  crescente  interesse  nel  mondo  scientifico:  al
momento è usata come moderno strumento per la scoperta di farmaci, per la
determinazione di processi biochimici implicati nelle malattie, per monitorare
processi  cellulari,  per  caratterizzare  sia  i  livelli  di  espressione  che  le
modifiche post-trasduzionali delle proteine, per ricercare differenze tra fluidi
biologici o cellule di soggetti sani e malati e  per identificare biomarcatori
patologici e  possibili  candidati  per l’intervento terapeutico. 
1.2  Progetto Proteoma Umano (HPP)
1.2.1  Quadro generale
Il Progetto Proteoma Umano (c-HPP) relativo ai cromosomi ha inizialmente
indirizzato la sua attività verso la caratterizzazione e la quantificazione delle
proteine nucleari codificate. Tuttavia, molte di queste proteine, codificate a
livello nucleare, svolgono importanti funzioni fisiopatologiche nei mitocondri
e interagiscono con altre proteine che sono codificate dal DNA mitocondriale
(mtDNA).
Dopo l'ultimo Congresso Internazionale HUPO a Boston nel settembre 2012 è
stato  chiaro che,  per  quanto piccolo sia  il  cromosoma mitocondriale,  esso
svolge un ruolo importante in molte funzioni biologiche e fisiopatologiche. La
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correlazione funzionale e patologica delle proteine mitocondriali (mtProteins)
con le  codificate  proteine nucleari  (nProteins)  è  un fondamentale  compito
dell' Iniziativa Proteomica mitocondriale (mt-HPP). 
Una visione integrata della composizione molecolare dei mitocondri umani
può rappresentare una base solida per studiare le alterazioni mitocondriali che
sussistono in molte patologie.
I  mitocondri  sono organelli  essenziali  per  la  vita  e  la  morte  delle  cellule;
trasportano  materiale  genetico  di  origine  materna,  chiamato  genoma
mitocondriale (mtDNA), che può essere definito come il cromosoma umano
25.  Il  primo a  sostenere  che  i  mitocondri  avessero  un ruolo  rilevante  nel
cancro  fu  Otto  Warburg,  che  riferì  che  le  cellule  tumorali  mostravano  la
'glicolisi  aerobica'.  Anche  se  questo  aspetto  è  stato  originariamente
interpretato come per indicare che la funzione dei mitocondri era difettosa,
ora capiamo che le cellule tumorali sono in uno stato metabolico alterato. La
rinascita d'interesse per il metabolismo nelle cellule tumorali ha cominciato a
focalizzare l'attenzione sul mitocondrio e vi è un numero crescente di prove
che  le  mutazioni  nei  geni  codificati  dal   DNA  mitocondriale   possono
contribuire   allo   sviluppo  del  cancro.  È  possibile  che  tali  mutazioni
forniscano adattività metabolica per le cellule tumorali.
Un certo numero di difetti mitocondriali legati al cancro è stato identificato e
descritto  nella  letteratura.  Questi  difetti  includono  espressione  e  attività
alterate di alcuni enzimi glicolitici e subunità della catena respiratoria, una
diminuzione di ossidazione dei substrati connessi al NADH, le mutazioni del
mtDNA.  Tuttavia,  le  mutazioni  del  DNA  che  interessano  la  funzione
mitocondriale  nel  cancro  possono  verificarsi  anche  nei  geni  del  DNA
nucleare, come il gene fumarato idratasi (FH), che è associato ad una rara
sindrome di cancro, la leiomiomatosi ereditaria e il carcinoma delle cellule
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renali (HLRCC).  Mentre ci sono molti reports riguardo questi fenomeni, i
meccanismi responsabili dell'inizio ed evoluzione delle mutazioni del mtDNA
e il loro ruolo nello sviluppo del cancro, nella resistenza ai farmaci e nella
progressione  della  malattia  rimangono  ancora  sconosciuti.  In  tal  senso
un'indagine  proteomica  approfondita  sui  mitocondri,  in  diversi  modelli
cellulari di cancro, sarà determinante per individuare nuovi target proteici e
vie di segnalazione rilevanti. Questo approccio ci consentirà di capire come lo
stress influenza l'espressione genica e come conduce alle risposte adattive, la
comprensione delle quali può fornire nuovi marcatori molecolari per la terapia
[18].
1.2.2  Iniziativa italiana della proteomica mitocondriale
L'iniziativa proteomica mitocondriale (mt-HPP) è stata avviata dal comitato
esecutivo  dell'Associazione  Italiana  Proteomica  (ItPA)  con  l'obiettivo  di
integrare il Progetto Proteoma Umano incentrato sui cromosomi (c-HPP) con
la caratterizzazione delle proteine codificate dal DNA mitocondriale [18].
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1.3  Mitocondri
1.3.1  Definizione 
I mitocondri  sono  organelli   microscopici  presenti   in  grandi  quantità
all’interno  delle  cellule.  Sono  considerati  le  “centrali  energetiche”  degli
organismi,  infatti  al  loro  interno  avvengono  quei  processi  biochimici
(respirazione mitocondriale) che forniscono alle cellule l’energia di cui hanno
bisogno per tutte le loro funzioni vitali. Il più importante tra questi processi è
la fosforilazione ossidativa. 
                                                                                           
                                    
 Figura 1:  Immagine tridimensionale del mitocondrio.
Il genoma mitocondriale contiene 16569 coppie di basi e possiede 37 geni
codificanti per due RNA ribosomiali (rRNA), 22 RNA di trasporto (tRNA) e
13  proteine  che  fanno  parte  dei  complessi  enzimatici  deputati  alla
fosforilazione ossidativa. In ogni mitocondrio si trovano da due a dieci copie
del genoma. La presenza della catena di trasporto degli elettroni con la sua
capacità di produrre radicali liberi, la mancanza di istoni ed i limitati sistemi
di riparo, rendono il DNA   mitocondriale  facilmente  danneggiabile   ed   in
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effetti   il   suo  tasso  di mutazione è circa dieci volte maggiore di quello
nucleare.  Ciò  fa  sì  che  si  possano  avere  sequenze  mitocondriali  differenti
anche all’interno di uno stesso individuo [19].
1.3.2  Struttura
La  struttura  dei  mitocondri  è  altamente  dinamica.  L'osservazione  al
microscopio, mediante marcatura a fluorescenza, dimostra che la morfologia
dei mitocondri varia in base a numerosi fattori e, anche a livello della stessa
cellula,  può  diversificarsi  in  base  ai  differenti  momenti  metabolici.  I
mitocondri, secondo recenti studi, sono capaci di dividersi e fondersi tra loro
in modo del tutto autonomo; a seguito di ciò la cellula può dinamicamente
modificare il numero di mitocondri presenti nel citoplasma, ad esempio per
ottimizzare le funzioni metaboliche e respiratorie. 
1.3.3 Membrane mitocondriali
Il  mitocondrio  è  delimitato  da  una  membrana  chiamata  membrana
mitocondriale esterna. Vicino a questa, rivolta verso la matrice mitocondriale,
si estende una membrana mitocondriale interna che presenta una fase interna
altamente  irregolare  da  formare  le  cosiddette  creste  mitocondriali.  La
presenza  di  numerose  creste  è  da  correlare  al  conseguente  aumento  della
superficie  interna utile per  la formazione di  ATP mediante  la  respirazione
cellulare.  In  altre  parole,  maggiore  è  il  numero  di  creste,  maggiore  è  la
superficie  ed,  infine,   più  grande  è  la  capacità  di  operare  la  respirazione
cellulare. La membrana esterna è di natura lipoproteica e presenta, in ragione
della metà della composizione, rispettivamente lipidi e enzimi. La membrana
interna,  invece,  presenta  un  ricco  assortimento  di  enzimi.  Tra  le  due
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membrane si forma lo spazio intermembrana, che misura circa 100Å, il quale
sembra contenere molti enzimi, tra cui l'adenilato ciclasi.
Figura 2 : Struttura del mitocondrio, membrane interna ed esterna e matrice.
1.3.4  Matrice mitocondriale
La  matrice  mitocondriale è  delimitata  dalla  membrana  interna  e  contiene
enzimi,    molecole  di  DNA generalmente  circolari  a  doppio  filamento  e
ribosomi. La  presenza  delle  strutture  necessarie  all'espressione  proteica
(ribosomi,  DNA e  vari  enzimi),  è  indice  del  fatto  che  nel  mitocondrio  la
produzione  di  proteine,  o  almeno  di  alcune proteine,  è  indipendente  dal
sistema  di  espressione  tipico  del  nucleo.  Nello  specifico,  il  DNA
mitocondriale codifica  per  alcune  proteine  integrate  nella  membrana
mitocondriale  e  serve  per  la  biosintesi  di  due  tipi  di  RNA ribosomiale  e
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ulteriori  22  tRNA.  La  presenza  di  un  sistema  autonomo  di  espressione
proteica  avvalora  la  tesi  secondo  la  quale  i  mitocondri  derivano  da  un
microorganismo  integratosi  ancestralmente  nelle  prime  linee  cellulari
eucariotiche.  L'RNA polimerasi  mitocondriale,  tuttavia,  è  molto  differente
dall'RNA polimerasi batterica, segno che, probabilmente, la prima si è evoluta
e  ha  seguito  un  percorso  di  sviluppo  differente  dall'RNA  polimerasi
procariotica. L'RNA mitocondriale presenta una singola subunità a differenza
della controparte batterica che ne presenta molteplici.
1.4 Le funzioni
Il  compito  dei  mitocondri  è  quello  di  completare  la  demolizione  delle
molecole  ingerite  come  fonte  di  energia.  Infatti,  nel  citosol  gli  zuccheri
vengono  demoliti  con  reazioni  che  non  utilizzano  ossigeno,  per  cui  la
digestione  è  parziale  e  la  resa  in  energia  é  bassa.  Nei  mitocondri  il
metabolismo degli zuccheri (ma anche quello dei lipidi) si completa con la
loro  ossidazione  (ciclo  di  Krebs).  I  prodotti  di  questa  reazione  vengono
utilizzati dalla catena di trasporto degli elettroni per produrre molecole ad alta
energia  (ATP).  In questo modo,  l'energia immagazzinata nelle molecole  di
ATP è molto più alta: infatti da ogni molecola di glucosio vengono prodotte
36  molecole  di  ATP,  mentre  la  glicolisi  a  livello  del  citosol  ne  produce
soltanto 2 [14].                                                                
 Gli altri processi in cui il mitocondrio interviene sono:
• l’apoptosi,
• regolazione del ciclo cellulare,
• regolazione dello stato redox della cellula,
• sintesi dell’eme,
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• sintesi del colesterolo,
• produzione di calore.
1.4.1 Ciclo di Krebs e fosforilazione ossidativa
Nei  mitocondri  si  attua  il  metabolismo  terminale  cellulare  nel  quale
avvengono le reazioni del ciclo di Krebs, detto anche “ciclo citrico” o “degli
acidi tricarbossilici”, e la fosforilazione ossidativa. Nel ciclo di Krebs e nella
fosforilazione ossidativa hanno luogo gli ultimi stadi del processo, in cui le
molecole organiche, introdotte nei mammiferi con la dieta, sono ossidate ad
anidride  carbonica  e  acqua,  e  cosa  fondamentale,  viene  prodotta   energia
sotto forma  di  calore ,   ATP   e   gradienti   transmembrana [22].
Figura 3: Ciclo di Krebs
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Questi compiti  sono eseguiti  da specializzazioni strutturali e funzionali  del
mitocondrio.  Infatti,  le  due  membrane  mitocondriali  (esterna  ed  interna)
delimitano due spazi chimicamente differenti, lo spazio intermembrana e la
matrice mitocondriale. 
La  membrana  interna  può  ospitare  cinque  complessi  della  proteina
multimerica,  quali:  la  NADH  deidrogenasi  (complesso  I),  la  succinato
deidrogenasi  (complesso  II),  l'  ubichinolo  citocromo  c  ossido  -  reduttasi
(complesso  III),  la  citocromo  c  ossidasi  (complesso  IV),  l'ATP  sintasi
mitocondriale  (complesso  V)  e  due  piccoli  trasportatori  di  elettroni
(ubiquinone  e  citocromo  c)  che  complessivamente  costituiscono  la  catena
respiratoria.  Il  ruolo  della  catena  respiratoria  è  quello  di  produrre  energia
metabolica  sotto  forma  di  ATP,  utilizzando  substrati  riducenti,  NADH  e
FADH2, prodotti nelle vie del metabolismo intermedio [18].
Figura 4 : Complessi della catena respiratoria
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Nel ciclo di Krebs, il carbonio dell'acetil-CoA, derivante dal catabolismo dei
glucidi,  degli  acidi  grassi  e  di  alcuni  amminoacidi,  è  ossidato ad anidride
carbonica, l'idrogeno è trasferito a NAD+ e a FAD con formazione di NADH
e FADH2.  In breve,  metaboliti  derivanti  da processi  citosolici  e in seguito
entrati nei mitocondri o formati all'interno degli stessi, di solito da precursori
di origine citosolica,  sono  ossidati  a  opera di specifiche  deidrogenasi, con
riduzione  dei
cofattori responsabili del trasporto di equivalenti di riduzione NAD+ e FAD.
Gli equivalenti  di riduzione sono poi trasferiti in sequenza lungo la catena
respiratoria  fino  all'accettore  ultimo,  l'ossigeno,  con  formazione  di  acqua.
Durante il trasporto degli equivalenti di riduzione nella catena sono espulsi
protoni al di là della membrana mitocondriale interna. Questo determina la
creazione di un gradiente protonico di duplice natura:
• elettrica, in quanto il protone è carico positivamente;
• chimica,  in  quanto  si  genera  una  differenza  di  concentrazione
protonica tra l'esterno e l'interno dei mitocondri.
Il  gradiente  protonico elettrochimico transmembrana è la  forma di  energia
utilizzata quando il protone rientra nella matrice mitocondriale attraverso il
canale  F0 della  ATP-sintetasi.  In  questo  passaggio,  l'energia  è  catturata  in
forma di ATP nel processo che è descritto come fosforilazione ossidativa, cioè
fosforilazione dell'ADP a dare ATP in una reazione endoergonica, nella quale
l'energia è derivante dai processi ossidativi [22].
1.4.2  Apoptosi
Il   mitocondrio   funziona   da   centrale   d’ integrazione   degli   stimoli
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apoptotici.  Segnali  di  morte  che  provengono  da  stress  cellulare,  tra  cui
radiazioni,  stress  ossidativo,  stress  genotossico  e  farmaci  chemioterapici,
attivano  una  via  apoptotica  intrinseca  che  è  mediata  in  gran  parte  dai
mitocondri.
La via “intrinseca” mitocondriale e la via “estrinseca” del recettore di morte
sono le due vie principali che portano all'apoptosi, le quali  convergono sull'
attivazione delle caspasi. Le caspasi sono una famiglia di proteasi a cisteina
che,  al momento dell'attivazione,  scindono substrati  specifici,  inducendo la
morte cellulare.  
Il rilascio mitocondriale del citocromo c nel citoplasma induce la formazione
di un complesso multiproteico chiamato apoptosoma. L'apoptosoma, oltre al
citocromo  c,  contiene  la  pro-caspasi  9  e  la  proteina  Apaf-1  (Apoptosis
Inducing Factor ) e supporta l'attivazione della caspasi 9, che a sua volta si
scinde e attiva l'effettore caspasi 3, provocando la successiva degradazione
dei substrati di morte cellulare [23].
1.4.3 Regolazione dello stato redox cellulare
Il metabolismo mitocondriale regola lo stato redox di piccole molecole come
NADPH/NADP, glutatione e altre coppie di tiolo/bisolfuro e, in questo modo,
l'attività di parecchi enzimi e fattori di trascrizione [18].
Durante la fosforilazione ossidativa può accadere che un solo elettrone vada a
ridurre  una  molecola  di  O2 determinando  la  produzione  d’un  anione
superossido  (O2•),  un  radicale  assai  reattivo.
La  sintesi  di  radicali  liberi  è  anche  un  processo  che,  se  opportunamente
controllato, può essere una valida arma contro determinati microorganismi.
Durante l’infiammazione, infatti, i leucociti polimorfonucleati sono soggetti
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ad  una  produzione  massiva  di  questi  radicali  per  attivazione  dell’enzima
NADPH  ossidasi.
Per far fronte alla presenza di radicali liberi, che potrebbero comportare dei
gravi  danni,  la  cellula  deve  utilizzare  degli  specifici  sistemi  atti  alla  loro
eliminazione:
1. la catalasi che è un enzima che catalizza la reazione di eliminazione
del perossido di idrogeno (2 H2O2 → O2 + 2 H2O) ;
2. il glutatione (GSH) che determina l’eliminazione dei radicali liberi
sfruttando il  gruppo sulfidrile  nella  sua  forma ridotta  (H2O2 + 2
GSH → GSSG (omodimero di glutatione) + 2 H2O, 2 OH• + 2 GSH
→ GSSG + 2 H2O);
3. vari antiossidanti quali l’acido ascorbico e le vitamine A ed E;
4. il gruppo delle superossido – dismutasi [19].
  
1.5  Le malattie mitocondriali
Le malattie mitocondriali rappresentano un gruppo di malattie geneticamente
e fenotipicamente eterogeneo, estremamente difficili da trattare, accomunate
da  un  deficit  energetico  del  metabolismo  mitocondriale;  infatti  il  termine
''malattie mitocondriali'' denota un gruppo di difetti congeniti che colpiscono
il  sistema  della  fosforilazione  ossidativa  (OXPHOS)  del  mitocondrio.  La
funzione più importante di OXPHOS è la produzione di ATP, e quindi, non è
sorprendente che eventuali difetti in questo sistema saranno più evidenti nei
tessuti con maggiore richiesta di energia , ad esempio, il muscolo scheletrico,
cervello, fegato o cuore. Le malattie mitocondriali hanno una prevalenza di
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circa  1  su  5000  e  possono  manifestarsi  in  pazienti  di  qualsiasi  età  e
praticamente con qualsiasi sintomo. Le malattie mitocondriali possono essere
causate da mutazioni nel mtDNA o nel DNA nucleare. Disturbi provenienti da
mutazioni  del  mtDNA  seguono  una  modalità  uniparentale  di  eredità,  e
possono essere trasmessi solo dalla madre al bambino [24].
I  progressi  della  genetica  e  della  biologia  cellulare  hanno fornito  preziose
informazioni  sulla  funzione  dei  mitocondri  e  sul  contributo  dei  difetti  del
metabolismo mitocondriale nelle malattie umane. Le mutazioni del mtDNA
sono una causa primaria e possono essere dovute a variazioni  di sequenza
ereditate  nel  genoma  mitocondriale  (delezioni,  riorganizzazioni,  mutazioni
puntiformi).  Tuttavia,  le  malattie  mitocondriali  possono  essere  associate  a
parecchie cause genetiche primarie che interessano anche il genoma nucleare.
Sono state segnalate quasi 200 diverse mutazioni del mtDNA nell'uomo [18].
I  sistemi  più  frequentemente  interessati  sono  l’apparato  muscolare  ed  il
sistema  nervoso  centrale  e  periferico,  ma  possono  essere  coinvolti,  con
variabile gravità di interessamento ed in diverse combinazioni, anche le vie
visive  ed  uditive,  il  cuore,  le  ghiandole  endocrine  [25].  Una  delle
caratteristiche più importanti è l'ampia varietà di sintomi clinici proveniente
da organi singoli o multipli. Questa diversità deriva dal grado di eteroplasmia,
tipi  di  mutazioni,  differenza  nel  valore  di  soglia  di  ogni  tessuto  per  le
manifestazioni biochimiche, ed effetto di coordinamento tra geni nucleare e
mitocondriale.
I sintomi più comuni che si trovano nella malattia mitocondriale sono quelli
neuromuscolari  [26],  ma sono inclusi  convulsioni,  perdita  di  controllo  del
motore,  funzioni visive e uditive in diminuzione, acidosi metabolica [25].
Inoltre, diversi studi hanno riferito che le specie reattive dell'ossigeno (ROS),
generate  a  livello  mitocondriale  durante  la  fosforilazione  cellulare,  sono
                                                                                                                                                  
22                                                                                                                                              
fattori nello sviluppo e nella progressione di malattie neurodegenerative ad
insorgenza tardiva [18]. Le ROS, infatti, sono agenti genotossici potenti, che
provocano effetti mutageni e citotossici. La vicinanza del mtDNA al sito di
produzione delle ROS mitocondriali (principalmente complessi I e III della
catena  respiratoria)  è  la  principale  causa  delle  lesioni  ossidative  e
dell'instabilità del mtDNA [27].
Principali manifestazioni delle malattie mitocondriali
    Sistema Nervoso Centrale Emicrania, mioclono, 
regressione/ritardo psicomotorio, 
demenza, emiparesi, convulsioni,
atassia, emianopsia, cecità 
corticale, distonia,
parkinsonismo, tremore
    Sistema Nervoso Periferico Neuropatia periferica
  
     Muscolo Debolezza, oftalmoplegia, ptosi 
palpebrale, intolleranza 
all'esercizio fisico, mioglobinuria
     
     Apparato visivo Retinopatia pigmentosa, cataratta, 
atrofia ottica
   
     Apparato acustico Sordità/ ipoacusia neurosensoriale
   
     Sistema gastroenterico Malassorbimento, pseudo - 
ostruzioni intestinali, disfunzione 
del pancreas esocrino
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     Reni Sindrome di Fanconi
 Sistema endocrino Diabete mellito, bassa statura, 
ipoparatiroidismo
 Sistema cardiocircolatorio Cardiomiopatia, blocchi di 
conduzione
 Sistema ematopoietico Anemia sieroblastica
 Tabella 1: Principali manifestazioni delle malattie mitocondriali. 
1.5.1 Classificazione genetica delle malattie mitocondriali
Dal   punto  di   vista   medico-scientifico   la   classificazione  più   utilizzata
delle malattie  mitocondriali  è  quella  genetica.  Il  limite  principale  di  tale
classificazione  riguarda  il  fatto  che  non  in  tutti  i  pazienti  con  malattia
mitocondriale si riesce a giungere ad una diagnosi genetica precisa. Questa
limitazione  è  riconducibile  da  un  lato  alla  variabilità  delle  manifestazioni
cliniche delle malattie mitocondriali, che rende spesso difficile la correlazione
di un dato quadro ad una precisa causa genetica, dall’altro all’estrema rarità di
alcune delle specifiche alterazioni genetiche singolarmente considerate (molte
delle quali devono ancora essere scoperte). Ad ogni modo, con le limitazioni
considerate,  si  distinguono  due  grandi  gruppi  nosologici  a  seconda  che  il
difetto  genetico  sia  localizzato  nel DNA mitocondriale  “mtDNA”  (quadri
clinici sporadici o ad ereditarietà matrilineare) o nel DNA nucleare “nDNA”
(quadri ad ereditarietà autosomica, cioè secondo le regole mendeliane) [19].
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1.5.2  Diabete
Il diabete costituisce uno dei maggiori problemi di salute pubblica nel mondo
industrializzato, colpendo circa il 7% della popolazione, di cui circa il 90%
manifesta diabete dell'adulto di tipo 2. Segno distintivo e caratteristico del
diabete di tipo 2 è l'elevato livello di glucosio nel sangue, causato da carenza
di  insulina  e  resistenza  all'insulina.  Anche se  questa  malattia  nasce  da  un
insieme complesso di fattori, tra cui la predisposizione genetica e lo stile di
vita,  la  disfunzione  mitocondriale  è  stata  identificata  in  vari  aspetti  nella
patogenesi  di  questa   malattia.   Si   ritiene   che   i   difetti   funzionali
mitocondriali  svolgano un ruolo  chiave  nello  sviluppo  della  resistenza  all'
insulina.  In  primo  luogo ,   è   probabile  che  i  difetti   della   β  –
ossidazione    mitocondriale   provochino  aumentati  livelli  di  acidi  grassi,
contribuendo così ad una resistenza all'insulina   indotta da questi. Le cause
dei difetti di β-ossidazione si pensa siano mutazioni spontanee del mtDNA
che  si  accumulano  con  l'invecchiamento.  Inoltre,  è  possibile  che  tali
mutazioni  pregiudichino  la  capacità  generatrice  di  ATP  dei  mitocondri,
provocando un deficit di ATP, che è richiesto per il trasporto di glucosio ed
insulina [28].  Il  diabete con sordità a trasmissione materna (MIDD) è una
malattia  mitocondriale  caratterizzata  da  diabete  e  sordità  neurosensoriale
segreganti dalla madre. La MIDD è dovuta nella maggior parte dei casi a una
mutazione  puntiforme  del  gene  mitocondriale  MT-TL1,  che  codifica  per
l'tRNA  mitocondriale della leucina. I primi sintomi possono manifestarsi ad
ogni età, sebbene la malattia venga di solito diagnosticata all'inizio della vita
adulta. Nella maggior parte dei casi, la sordità compare prima del diabete. La
retinopatia diabetica è meno comune nei pazienti con MIDD rispetto a quelli
affetti dalle forme classiche di diabete. Inoltre, nell'80% dei casi, i pazienti
sviluppano  lesioni  specifiche  da  distrofia  maculare  reticolare,  che  restano
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asintomatiche nella maggior parte dei casi [29].
1.5.3 Alterazioni mitocondriali nel Disturbo Bipolare
Vari  studi  hanno  evidenziato  una  correlazione  tra  patologie  neuro-
psichiatriche  e  alterazioni  mitocondriali  di  tipo  strutturale,  molecolare  e
funzionale [30].
Sebbene  i  meccanismi  specifici  che  collegano  disfunzioni  mitocondriali  e
patologie  psichiatriche  non  siano  completamente  chiari,  abbiamo  oggi  la
prova  che  le  prime  fasi  di  varie  malattie  neurodegenerative  associate  a
disturbi  dell’umore derivano da stress  ossidativo,  apoptosi  mitocondriale  e
riduzione di livelli di ATP. La causa della particolare vulnerabilità dei neuroni
è  dovuta  ad  una  stretta  dipendenza  con  la  fosforilazione  ossidativa
mitocondriale che produce energia.
Il  disturbo bipolare (DB) è un disturbo psichiatrico grave caratterizzato da
episodi maniacali che perdurano tutta la vita. La definizione tradizionale del
DB  lo  definisce  come  un  disturbo  caratterizzato  dalla  presenza  di  eventi
maniacali alternati, o concomitanti, ad episodi depressivi. Negli intervalli tra
questi episodi i pazienti tornano al loro stato normale di benessere. Il DB è
una  patologia  psichiatrica  fortemente  debilitante  correlata  a  numerosi
problemi quali la comorbidità, il suicidio, o le morti precoci. La diagnosi si
basa su questionari ed il trattamento è affidato all’esperienza personale del
clinico.
L’eziologia è sconosciuta e alcune ipotesi proposte si basano sul presupposto
che disfunzioni mitocondriali possano essere critiche per la sua fisiopatologia.
E’ interessante notare che sintomi psichiatrici sono stati osservati in soggetti
con patologie mitocondriali, e che pazienti con disturbo bipolare mostravano
una compromissione del metabolismo energetico a livello cerebrale con una
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riduzione delle proteine mitocondriali coinvolte nel metabolismo energetico
ed un incremento di mutazioni a livello del DNA mitocondriale [31], [32].
Alla  luce  delle  numerose  evidenze  che  suggeriscono  un  ruolo  del
mitocondrio, è nostro interesse focalizzare lo studio proteomico del DB sul
ruolo del mitocondrio in questa complessa patologia.
1.5.4 Alterazioni mitocondriali nella Sindrome Da Fatica Cronica.
La Sindrome da Fatica Cronica (CFS) è un complesso e debilitante disordine,
caratterizzato da una stanchezza persistente, non spiegabile, che non migliora
col riposo e che dura più di 6 mesi. La CFS si caratterizza anche per una serie
di  sintomi  aspecifici  quali  mal  di  testa,  disturbi  del  sonno,  difficoltà  di
concentrazione,  problemi  della  memoria,  debolezza  e  dolore  muscolare.  I
sintomi inoltre sono aggravati dall’attività fisica e mentale [33],[34]. 
Disfunzioni  a  livello  dei  mitocondri  sono  legate  ad  un  ampio  numero  di
patologie come il cancro, malattie degenerative come l’Alzheimer e possono
essere coinvolti anche nella CFS. Infatti quando i mitocondri non funzionano
correttamente, alle cellule e ai tessuti manca energia e come conseguenza si
ha un affaticamento, dolore muscolare, scarsa concentrazione e mal di testa.
Sono stati fatti degli studi su pazienti affetti da sindrome da fatica cronica e
hanno  visto  evidenti  disfunzioni  mitocondriali  [35].  Biopsie  muscolari,
analizzate  con  microscopio  elettronico  hanno  dimostrato  anormali
degenerazioni mitocondriali, inoltre sono trovate delezioni di geni nel DNA
mitocondriale, che sono responsabili per la produzione di energia [36]. Inoltre
nei pazienti con CFS sono stati misurati nel siero i livelli di Carnitina e N-
acetilcarnitina  (composti  essenziali  per  alcune  reazioni  metaboliche  nei
mitocondri) ed è risultato che erano più bassi rispetto ai valori normali [37].
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1.6  Mesotelioma
Il  mesotelioma  maligno  (MM)  è  una  neoplasia  relativamente  rara  ma
altamente  aggressiva derivante da cellule mesoteliali sulle superfici sierose
delle cavità pleurica, peritoneale e pericardiaca [18].
                               
Figura 5 : Mesotelioma pleurico maligno
La prevalenza esatta non è nota, ma si calcola che i mesoteliomi rappresentino
meno dell'1% di tutti i tumori. La sua incidenza è in aumento, con un picco
atteso nei prossimi 10-20 anni. Il mesotelioma pleurico maligno è la forma
più comune di mesotelioma con una prognosi sfavorevole. A questo proposito,
un  sistema  di  stadiazione  ben  definito  è  della  massima  importanza  per
diagnosticare  correttamente  e  assegnare  un  trattamento  appropriato  per  il
paziente [38].
Le caratteristiche cliniche comprendono il dolore al torace e la dispnea. La
fame d'aria causata dai versamenti  pleurici,  in assenza di dolore al torace,
viene segnalata in circa il 30% dei pazienti. La malattia esordisce spesso con
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il  riscontro di una massa a livello del torace, perdita di peso, sudorazione,
dolore addominale e ascite (da coinvolgimento peritoneale).
1.6.1 Fattori di rischio
Gli  studi  hanno  dimostrato  che  l'esposizione  all'amianto  può  aumentare  il
rischio  di  cancro  al  polmone  e  mesotelioma.  L'esposizione  della  fibra  di
amianto è ampiamente accettata come la causa principale di circa l' 80% dei
casi direttamente attribuiti all'esposizione professionale [18].
1.6.2 Sintomi
I  sintomi clinici sono di solito atipici e non specifici. I sintomi iniziali più
comuni  sono  il  dolore  (35%),  distensione  dell'addome  (31%),   cachessia,
perdita  di  peso  (69%),  anoressia  o  ascite  (77%)  [39],[40].  Raramente,  il
paziente  presenta  febbre di  origine sconosciuta  o ostruzione intestinale.  In
alcuni casi, si tratta di una diagnosi incidentale durante la laparoscopia. Infatti
la maggior parte dei pazienti  denuncia in ritardo a causa di sintomi molto
sfuggenti e atipici che  conducono alla relativa diagnosi nelle fasi avanzate.
Inoltre, di solito ci vuole un tempo considerevole per raggiungere la diagnosi
corretta e sintomi statisticamente significativi [41].  Purtroppo il  tempo che
intercorre tra la comparsa dei sintomi e la diagnosi  del tumore è piuttosto
lungo, intorno ai 122 giorni [42].
1.6.3 Diagnosi
La diagnosi morfologica di mesotelioma pleurico è generalmente fatta da una
biopsia pleurica, preferenzialmente da toracoscopia.[43]
La diagnosi di mesotelioma peritoneale e pleurico è spesso ritardata a causa di
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un lungo periodo di latenza tra l'inizio e la presentazione clinica comune e
non specifica dei sintomi. [42]  Il primo passo verso la diagnosi del MPM è
verificare la presenza di  liquido pleurico a livello della cavità toracica a cui
seguiranno esami più specifici ovvero:
• l'analisi del liquido pleurico; 
• radiografia del torace;
• tomografia del torace (TC) ;
• PET ( tomografia ad emissione di positroni );
• toracoscopia;
• VATS ( Video Assisted Thoracic Surgery);
•  risonanza magnetica; 
• biopsia;
• laparoscopia diagnostica;
• esami del sangue.       
Figura 6 : Pleural effusion
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1.7 Cellule H28 ed HeLa
Durante  gli  studi  di  tesi,  il  nostro  gruppo  di  ricerca,  ha  inizialmente
focalizzato l'attenzione su una delle quattro linee cellulari del mesotelioma
pleurico maligno, ossia le cellule H 28. Oltre a queste ultime troviamo infatti
altre  linee cellulari  quali   REN, Ist-Mes2,  e Mero-14.  Nel presente  studio
abbiamo analizzato   un   metodo   di   standardizzazione   e   preparazione
della   frazione mitocondriale  da cellule  H 28.  Nello specifico,  tali  cellule
sono  state  ottenute  da  un  organismo  umano,  di  genere  maschile  e  razza
caucasica,  con un'  età  intorno ai  48 anni;  il  tessuto di  estrazione è  quello
polmonare , derivante dal sito metastatico in seguito a versamento pleurico,
visto che si tratta di un paziente fumatore, allo stadio 4 di mesotelioma.  
In seguito, la ricerca si è estesa anche ad un' altra linea cellulare sulla quale è
stato testato un altro protocollo di isolamento mitocondriale con il  medesimo
scopo delle H 28, ovvero cercare di ottimizzare il metodo fino ad ottenere una
frazione  di  mitocondri  intatti  e  purificati.  La  linea  cellulare  di  cui  stiamo
parlando è quella delle cellule HeLa. Si tratta di cellule epiteliali, aderenti,
provenienti dall' organismo umano ed estratte da tessuto cervicale uterino. Le
HeLa sono cellule tumorali, tanto resistenti da essere state le prime cellule
umane immortalizzate  cioè  propagate  in  vitro,  avendo la  caratteristica  che
possono essere congelate e scongelate , che non vanno incontro al fenomeno
della senescenza e che non muoiono mai. Questa linea cellulare è stata isolata
da un cancro della cervice uterina , ossia un adenocarcinoma , che provocò
nel 1951 la morte di Henrietta Lacks ( dal cui nome ne deriva quello delle
cellule).  Il cancro cervicale è la seconda causa di mortalità per cancro nelle
donne in tutto il mondo con più di 270000 morti l'anno [44].
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 Figura 7: Cellule HeLa al microscopio.
A suo  tempo  i  ricercatori  si  accorsero  di  un  fenomeno  sbalorditivo  mai
registrato prima nella storia della medicina: le cellule tumorali continuavano a
crescere  fuori  dal  corpo,  in  vitro.  La  scienza  ha  indagato  il  motivo
dell'immortalità  di  queste  cellule  e  oggi  ha  dimostrato  che  hanno  la
particolarità di avere 82 cromosomi, molti di più rispetto alle cellule normali.
Queste  caratteristiche  genetiche  sono  dovute  al  fatto  che  nelle  HeLa  la
telomerasi ha subito una mutazione provocata da un 'infezione da papilloma
virus e proprio questo consente loro di non invecchiare mai [45].
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SCOPO DELLA TESI
I mitocondri sono organelli cellulari essenziali per la cellula vivente. Definiti
“la centrale energetica” della cellula eucariotica, i mitocondri sono coinvolti
in un gran numero di importanti processi cellulari e metabolici. A causa delle
numerose funzioni svolte, un possibile danno mitocondriale può avere effetti
assai negativi sull'organismo umano ed è per questo che ad oggi i mitocondri
sono continuo oggetto di studio.
Questo  lavoro  di  tesi  si  integra  nel  progetto  italiano mitochondrial  Italian
Human Proteome Project  initiative (mt-HPP),  che fa  parte  dello  studio ad
ampio raggio della Human Proteomic Organization (HUPO): il chromosome-
centric  Human  Proteome  Project  (c-HPP).  Il  progetto  mt-HPP  focalizza
l'attenzione sulle proteine mitocondriali, e si pone come obiettivi sia quello di
identificare le proteine mitocondriali totali di un tipo cellulare, sia quello di
scoprire  nuovi  biomarkers  mitocondriali  che  caratterizzano  una  specifica
patologia. 
Abbiamo  quindi  seguito  questi  due  filoni  di  ricerca  utilizzando  materiali
biologici di partenza diversi per ogni patologia, e due differenti linee cellulari
per la caratterizzazione delle proteine mitocondriali totali. In particolare, sono
stati ricercati protocolli ottimali di arricchimento mitocondriale, l'efficacia dei
quali è stata verificata mediante western blot.
Per  studiare  il  coinvolgimento  delle  proteine  mitocondriali  in  alcune
patologie, abbiamo impiegato: cellule INS-1E di ratto per studiare il diabete
di tipo 2, linfociti umani per il disturbo bipolare, mentre si sono utilizzate le
piastrine per la sindrome da Fatica Cronica.
Il  nostro  lavoro  di  tesi  si  è  inoltre  incentrato  sulla  messa  a  punto  di  un
protocollo ottimale per la purificazione della frazione mitocondriale da due
linee  cellulari  tumorali  che  crescono  in  adesione,  le  H28  da  mesotelioma
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pleurico maligno e le HeLa da tumore della cervice uterina. Così abbiamo
testato una serie di protocolli, quali la centrifugazione differenziale, quella in
gradiente di saccarosio ed un kit commerciale che utilizza detergenti per la lisi
cellulare. 
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Capitolo 2
Materiali e metodi
2.1 Materiali
Polveri
Albumina da siero bovino è stato fornito dalla Sigma Aldrich.
Il  latte  scremato  essiccato  di  bovino è  stato  fornito  dalla  AppliChem  –
BioChemical. L' ammonio persolfato è stato fornito dall' Euroclone.
La  polvere  di  saccarosio,  (  D+  )  -  Sucrose  Biochemica,  e  la  polvere  di
mannitolo,  entrambe  implicate  per  la  realizzazione  del  tampone
Mitochondrial Buffer, sono state fornite dalla AppliChem - BioChemical
Soluzioni
L'acqua di grado analitico, è stata filtrata mediante l'apparecchio MilliQ (PS
Whatman®,  Millipore Corporation Maid Stone, England).
Il TEMED , impiegato nella realizzazione dei gel , è stato fornito dalla Sigma
Aldrich.  Il  Tween  20  e  l'  HEPES  sono  stati  forniti  dalla  AppliChem  –
BioChemical.
Il  luminolo  e  l'ossidante,  reagenti  fondamentali  nella  fase  della
chemiluminescenza,  sono  stati  forniti  dalla  Perkin  Elmer.  L'Acrilammide
(soluzione al 30% , mix 37.5 : 1 molecular biology grade)  e l' SDS al 10%,
impiegate entrambe nella realizzazione dei gel per il W.Blot sono state fornite
dalla AppliChem , Panreac ( ITW, Companies ).
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Tra i vari tamponi impiegati in questa fase di studio, oltre al Mitochondrial
buffer (Mannitolo 210 mM,  Saccarosio 70 mM, HEPES 10 mM, EDTA 1
mM,  H2O MilliQ  a  volume,  pH 7.5  con  NaOH),  abbiamo usato  anche  il
Resolving Buffer (1.5 M Tris/HCl pH8.8) e l'Upper Buffer ( 0.5 M Tris/HCl
pH 6.8 ; 0,4 % SDS ). Il tampone PBS  a pH 7.5 con NaOH ( NaH2PO4· 2H2O
,  NaCl  0,9% ,  H2O p.b  a  volume)  viene  spesso  impiegato  nei  lavaggi  di
Western Blotting. L'anticorpo I,  (mouse) “Organelle delection Western blot
cocktail” usato nel blot per il riconoscimento degli organelli, è fornito dalla
Mitosciences.  L'  anticorpo  II,  ossia  l'anti-mouse,  invece,  è  fornito  dalla
PerkinElmer.  La  Biotinylated  protein  ladder,  per  il  riconoscimento  dello
standard e l'anti-biotina sono invece fornite dalla Cell Signaling.
  
Strumenti
I campioni di mitocondri e tutte le soluzioni utilizzate sono state in alcuni casi
omogenate  utilizzando  un  vortex  (  Velp  Scientifica,  Italia  ).  La
determinazione della concentrazione proteica dei campioni di mitocondri  è
stata  valutata  utilizzando  uno  spettrofotometro  LAMBDA  25  UV/  Vis
Systems  (  Perkin  Elmer,  Usa)  controllato  dal  software  LAMBDA  25
( PerkinElmer, Usa ).
Le misure del pH per la preparazione delle soluzioni tampone utilizzate sono
state  eseguite  utilizzando un pH-metro modello pH 510 (XS Instruments).
L'elettroforesi  delle  proteine  è  stata  realizzata  utilizzando  una  camera
elettroforetica Tetragel della Bio – Rad. I vetri utilizzati per colare i gel erano
i  vetri  mini  protean  3  con  spaziatori  da  0.75  mm e  i  vetri  mini  protean,
entrambi forniti dalla Bio – Rad. L'alimentatore di corrente era un Power Pac
Universal ( Bio – Rad ). L'acquisizione delle immagini dei gel è stata eseguita
con lo strumento Image Quant LAS 4000 ( GE Healthcare Life Sciences ). La
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concentrazione  proteica  totale  dei  campioni  di  mitocondri  è  stata  valutata
mediante il dosaggio proteico della Bio – Rad.
La  determinazione  dei  livelli  di  attività  della  citocromo  ossidasi  è  stata
eseguita  mediante  l'uso  di  apposito  kit:  Cytochrome  Oxidase  Activity
Colorimetric  Assay  Kit  ,  fornito  dalla  Bio-Vision.  Il  trasferimento  delle
proteine dal gel su membrane di  PVDF 0.2  µm, mini  format,  è avvenuto
tramite l'uso dello strumento Turbo Trans Blot,  entrambi forniti dalla Bio –
Rad.
Nel corso di protocolli d'analisi, la centrifugazione ha previsto l'utilizzo di una
centrifuga ( modello J2 -HS , Beck-man ), sia con rotore orizzontale JA 20 ,
sia  con  rotore  verticale  JV-  20.  Il  prelievo  dell'anello  di  mitocondri
all'interfaccia  del  gradiente  di  saccarosio  è  stato  effettuato  con  pipette  in
vetro. Durante il Blot, nelle fasi di blocking e dei lavaggi, la membrana in
PVDF viene fatta “riposare” su un oscillatore (See- Saw Rocker SSL4) della
Stuart. La rottura delle cellule tumorali H 28 viene realizzata non solo tramite
strokes  (colpi)  in   Potter  di  vetro,  ma  anche  mediante  l'impiego  di  un
sonicatore ( Sonics , Vibra Cell ) della Bio Class. Per accertarsi che le cellule
si fossero rotte abbiamo fatto ricorso anche all'uso di una camera di Burker,
posta sul tavolo portaoggetti del microscopio ottico della Leica.
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2.2 Metodi
2.2.1 Estrazione mitocondri da cellule INS-1E di pancreas
Si  prepara  il  tampone  di  isolamento  (Tris  20  mM pH 7.4,  EDTA 2 mM,
Saccarosio 0.25 M, NaF 50 mM, Na3VO4 2 Mm).
NaF e Na3VO4 sono inibitori delle fosfatasi.
Al  tampone si  aggiunge 0.5  % di  BSA (albumina bovina)  per  staccare  le
cellule  dalla  fiasca  mediante  l’utilizzo  di  uno scraper.  Le  cellule  vengono
quindi raccolte e centrifugate (1700 rpm, 4°C, 5 minuti). A questo punto inizia
la procedura di estrazione dei mitocondri. Si aggiungono gli inibitori  delle
proteasi (1 µl/milione di cellule) poi le cellule vengono rotte usando un potter
(25  colpi)  che  permette  la  lisi  cellulare  grazie  all’applicazione  di  forze
meccaniche che rompono la membrana cellulare.
Una volta effettuata la lisi cellulare si iniziano le centrifugazioni sequenziali.
 
2.2.2 Estrazione mitocondri da linfociti
Al  pellet  di  linfociti  ottenuti  dal  trattamento  del  prelievo  venoso  viene
addizionato  il  tampone  TES  (TES  10mM  +  EDTA,  acido
etilendiamminotetraacetico 0,5mM + saccarosio 250 mM). A questo punto si
provoca la rottura cellulare tramite omogeneizzatore Potter e sonicatore ad
ultrasuoni. Dopo questo passaggio si procede con una serie di centrifugazioni
differenziali in provette Corex, per separare i componenti cellulari.
2.2.3 Estrazione mitocondri da piastrine
Il pellet di piastrine ottenuto è risospeso in soluzione salina di NaCl 0,9% e
centrifugato per 10 minuti a 4000 rpm. Si sospende poi il pellet in 3 ml di
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tampone di lisi (Tris-HCl 10 mM pH 7,6) aggiungendo piccole aliquote per
volta e si lascia in ghiaccio per 7 minuti agitando con il vortex di tanto in
tanto. Si procede infine con una serie di centrifugazioni differenziali.
CENTRIFUGAZIONE DIFFERENZIALE
Le centrifugazioni sequenziali vengono effettuate a 4°C, secondo lo schema
di figura 8. 
Figura 8: Schema delle centrifugazioni sequenziali
Per la preparazione e purificazione dei mitocondri dalle cellule H 28 è stato
seguito  un  protocollo,  ossia  quello  della  centrifugazione  in  gradiente  di
saccarosio  (Pieroni).  Mentre  per  quanto  riguarda  le  cellule  HeLa  è  stato
testato  un  kit  d'isolamento,  che  prevede  l'uso  di  soluzioni  detergenti.  Tali
esperimenti sono stati realizzati in triplicato biologico e per questo motivo è
trascorso un tempo abbastanza consistente tra il portare le cellule a confluenza
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all'interno di  vari  dischi  o fiasche e l'avere 90 milioni  e 26 milioni  finali,
rispettivamente di cellule H28 ed HeLa su cui eseguire le prove.
2.2.4 Coltura cellulare
In entrambi i casi, le due linee cellulari sono sottoposte a coltura. 
Fiasche  o  dischi  che  siano,  contenenti  le  cellule,  vengono  inizialmente
sottoposti a  lavaggi  con  PBS  sterile.  Essendo  le  cellule  H28  ed  HeLa
entrambe linee  cellulari   aderenti,   sono  trattate   con  la   tripsina,  ossia
l'enzima proteolitico che permette loro di staccarsi dal disco o fiasca.  
Il mezzo di crescita usato per le H28 è l' RMPI MEDIUM 1640, generalmente
impiegato  per  cellule  adese,  mentre  per  le  HeLa  è  il  DMEM,  ad  alto
contenuto di glucosio. Il rinnovo del mezzo avviene ogni 2 o 3 giorni ed è
consigliabile un rapporto di sub coltivazione di 1:3 o 1:6. Tali mezzi di coltura
affinché  siano  completi  contengono  siero  fetale  bovino  al  10% ed  il  loro
scopo  è  quello  di  arrestare  l'azione  della  tripsina.  Le  fasi  successive
prevedono di: 1) pipettare su e giù sollecitando meccanicamente il distacco
delle cellule dalla fiasca o disco di appartenenza e raccogliere il tutto in una
falcon ;  2)  osservare le  cellule  al  microscopio  a  Leica  TCS-SP5 confocal
microscope  per  controllare  che  ne  siano  state  recuperate  la  maggior  parte
dalle fiasche o dischi; 3)  centrifugare la falcon per 5 minuti a 600 giri in
modo da ottenere un pellet ben visibile; 4) aspirare il mezzo.
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Figura 9: Fiasca di coltura cellulare. Le cellule vengono tripsinizzate.
2.2.6  Protocollo  Pieroni  (centrifugazione  in  gradiente  di
saccarosio)
In genere questo sistema di purificazione viene applicato a 2 × 108 cellule
aderenti, come le cellule HeLa e le HEK 293. Il nostro gruppo ha testato
tale protocollo proprio su una linea di cellule aderenti, ossia le H28, cellule
tumorali  del  mesotelioma  pleurico  maligno.  Avevamo  5  dischi  da  15
milioni (mln) di cellule l'uno, per un totale di 90 mln.
Protocollo:
1. Abbiamo  lavato  con  del  PBS  sterile  le  cellule,  aspirato  il  PBS  ed
aggiunto  1  ml  di  Tripsina  ,  enzima proteolitico  che  ha  lo  scopo  di
staccare le cellule dal disco o fiasca. 
2. Dopo un'incubazione di  circa 5 minuti  a 37°C,  abbiamo aggiunto il
mezzo  di  coltura  RPMI  MEDIUM  1640,  contenente  FBS  10%   e
antibiotici 1%, al fine di bloccare l'azione della tripsina. Pipettando su e
giù meccanicamente, è stato trasferito il tutto in una falcon.
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3. Abbiamo avviato  la  centrifuga  a  600  giri  per  5  minuti  e  una  volta
ottenuto un bel pellet abbiamo aspirato il mezzo di coltura.
4. Il pellet ottenuto è stato risospeso in circa 0.8 – 1 ml di Mitochondrial
Buffer (MB) + cocktail di inibitori delle proteasi (1 μL per milione di
cellule)
5. Per rompere le cellule, abbiamo omogeneizzato la sospensione tramite
l'uso di un pestello in teflon, ossia la sospensione viene trasferita in un
potter  di  vetro,  in  cui  con  un  pestello  in  teflon  vengono  rotte
meccanicamente le cellule mediante 25 strokes (colpi), procedendo con
15  colpi  iniziali,  lasciando  riposare  in  ghiaccio  per  1  minuto,
completando con gli ultimi 10 colpi.
6. L'omogeneizzato ottenuto è stato centrifugato di nuovo a 600 giri per
10  minuti a 4° C, con l'  intento di eliminare i nuclei,  ed in seguito
raccolto il sovranatante (s1) in una nuova corex. 
7. Il sovranatante s1 è stato a sua volta centrifugato a 7000 giri per 10
minuti a 4°C, questa volta per cercare di separare i mitocondri.
8. Il nuovo pellet è stato risospeso in circa 250 μL di MB + gli inibitori
delle proteasi.
9. Intanto  si  prepara  il  gradiente  di  saccarosio  all'interno  di  tubi  da
centrifuga Beckman : stratificando 9,4 ml di saccarosio 1,6 M sotto e
11,6 ml di saccarosio 1,2 M sopra.
10. Pronto il gradiente, vi abbiamo stratificato la sospensione grezza.
11. Questa volta, con rotore verticale JV-20, fattore di compensazione -10 e
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brake 0, abbiamo avviato la centrifuga a 33000 giri (circa 18000 rpm)
per  2  ore,  a  4°C,  raggiungendo  i  18000  rpm nel  più  lungo  tempo
possibile  manualmente (accelerazione lenta).
12. L'anello  di  mitocondri  formatosi  all'interfaccia  del  gradiente  è  stato
raccolto con una pipetta pasteur di vetro e trasferito in una nuova corex.
13. Nella corex è stata effettuata una diluizione nel rapporto 1:4 con MB e
inibitori delle proteasi.
14.  Abbiamo ricentrifugato a 13000 giri per 10 min a 4°C con il rotore JA-
20.
15.  Il  pellet  finale  viene  lavato  nuovamente  con  MB  e  inibitori  delle
proteasi, e conservato in eppendorf alla temperatura di -80°C, prima di
procedere con altre analisi.
Figura 10: Omogeneizzatore Potter, con pestello in Teflon.
Con l'intento di ottimizzare i  nostri  risultati  abbiamo realizzato man mano
alcune  modifiche  di  protocollo.  Primo  tra  tutti  il  metodo  di  rottura  delle
cellule. Al microscopio infatti le cellule, dopo gli strokes, mostravano ancora
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un profilo intatto e rotondeggiante, al chè abbiamo deciso di : 
• eseguire circa 45 strokes (  15 strokes per  3 volte ,  intervallati  da 1
minuto in ghiaccio) ; seguiti dalla
• sonicazione ad immersione, per 3 volte per 3 secondi ed impostando
un'ampiezza del 70%.
Figura 11: Sonicatore ad immersione.
Abbiamo poi osservato nuovamente al microscopio una piccola aliquota del
nostro campione, dove questa volta le cellule erano rotte. Subito dopo è stata
modificata  la  velocità  di  centrifugazione  durante  il  lavaggio  con  il  quale
vengono eliminati i nuclei:
• dopo la rottura delle cellule , l'omogeneizzato è stato centrifugato non
più a 600 giri , bensì a 1000 giri (circa 2900 rpm) per 10 min  a 4°C.
Il  protocollo  è  stato  poi  portato  avanti  come  precedentemente  previsto;
l'ultima modifica eseguita è avvenuta dopo la centrifugazione su gradiente di
saccarosio. 
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2.2.7 Isolamento dei mitocondri da cellule HeLa: Sigma
Questo  kit  consente  un  facile  e  rapido  isolamento  di  una  ricca  frazione
mitocondriale dalle cellule. La maggior parte dei mitocondri isolati conterrà le
membrane interna ed esterna intatte. L'integrità della membrana esterna può
essere  misurata  osservando  l'attività  della  citocromo  C  ossidasi,  mentre
l'integrità  della  membrana  interna  può  essere  rilevata  tramite  la  misura
dell'attività della citrato sintasi. Esso comprende 2 buffer per l'estrazione della
proteina  mitocondriale  ed  include  anche   un   buffer   di   conservazione
(Storage Buffer) da usare con i mitocondri intatti. Il kit è stato già testato su
cellule: NIH 3T3, HeLa, HEK 293T, A 431, HepG2, CHO e Jurkat.
Componenti : 
I reagenti sono sufficienti per 50 procedure d'isolamento da 2-5 × 107  cellule
(circa 50 mln).
• Buffer d'estrazione A, 5X
• Buffer di conservazione , 5X
• Reagente di lisi cellulare (Cel Lytica M)
• Cocktail di inibitori delle proteasi
• Soluzione per lisi cellulare
• Reagente d'estrazione proteica
I mitocondri possono essere facilmente preparati dalle cellule di mammifero
tramite o un semplice metodo di omogeneizzazione o di lisi cellulare con l'uso
di un detergente, seguito da una centrifugazione  a bassa ( 600 giri )  e  alta
( 11000 giri)  velocità. Il pellet finale rappresenta una frazione mitocondriale
grezza che può essere impiegata per ulteriori esperimenti.
Tutte  le  procedure  d'isolamento  devono  essere  eseguite  a  2-  8  °C  con
soluzioni ghiacciate.
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Nel nostro caso, abbiamo testato questo kit d'isolamento mitocondriale sulle
cellule HeLa, seguendo il protocollo di lisi cellulare con l'uso di detergente.
Protocollo:
1. Le cellule sono state fatte crescere alla confluenza del 90%. Partiamo
da  circa  26  mln  totali  di  cellule.  Inizialmente  vengono  eseguiti  2
lavaggi con PBS sterile.
2. Le cellule aderenti, come le nostre HeLa, dopo aver aspirato il PBS, si
trattano con tripsina (1 ml), enzima proteolitico impiegato per staccare
le cellule dalla fiasca. Lasciamo ad incubare per 2 min alla temperatura
di 37°C. Dopodichè si aggiunge il mezzo di coltura DMEM ad elevato
glucosio, contenente il siero fetale bovino ( FBS ) al 10%, per stoppare
l'azione  della  tripsina.  Le  cellule  vengono  staccate  anche
meccanicamente  pipettando  all'interno  di  ogni  fiasca.  Poi  abbiamo
raccolto il tutto in una falcon, centrifugando le cellule per 5 minuti a
600 giri.
3. Il pellet di cellule viene risospeso in PBS ghiacciato e centrifugato a
600 giri per 5 min, alla temperatura di 2-8 °C. Scartato il sovranatante
si ripete la fase di lavaggio con PBS.
4. Intanto abbiamo preparato il  buffer d'estrazione 1X diluendo 5 volte
con  H2O  MilliQ  il  buffer  d'estrazione  5X.  Poco  prima  dell'uso,
aggiungiamo  il  cocktail   di  inibitori  delle  proteasi  (1:  100).  Poi
abbiamo preparato anche il buffer di lisi , circa 2 mL, con la soluzione
di lisi cellulare (1:200) ed il buffer d'estrazione 1X. 
5. Risospendiamo  il  pellet  con  0.65  –  2  mL di  buffer  di  lisi  fino  ad
ottenere una sospensione uniforme.
6. Incubiamo  in  ghiaccio  per  5  minuti  (non  di  più),  cercando  di
sospendere il campione ad intervalli di 1 minuto, pipettando su e giù
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almeno una volta.
7. Al  termine  dei  5  minuti,  abbiamo  aggiunto  2  volumi  del  tampone
d'estrazione e centrifugato di nuovo l'omogeneizzato a 600 giri per 10
minuti a 4°C.
8. Il sovranatante è stato trasferito in una nuova corex e, con l'intento di
isolare i mitocondri, abbiamo avviato la centrifuga a 11000 giri per 10
minuti a 4°C.
9.  Con attenzione abbiamo prelevato il sovranatante e sospeso il pellet in
un buffer   adatto  per  applicazioni  che  richiedono mitocondri  intatti.
Abbiamo aggiunto  il  buffer  di  conservazione  (Storage  Buffer  1X ),
preparato diluendo con H2O MilliQ il buffer di conservazione 5X. 
L'efficienza  di  tutte  le  procedure  d'isolamento  finora  descritte  sono  state
testate tramite Western Blotting.
2.2.8  Dosaggio proteico DC della Bio – Rad
Il dosaggio proteico DC della  Bio-Rad  è un saggio colorimetrico effettuato
per  determinare  la  concentrazione  delle  proteine;  l’esperimento  prevede
l’utilizzo  di  tre  reagenti:  REAGENT A,  REAGENT B e  REAGENT S.  Il
metodo si basa su una reazione tra le proteine, la soluzione contenente ioni
rameici  (REAGENT A)  e  il  reagente  di  Folin  (REAGENT B).  Come  nel
metodo di  Lowry,  il  saggio è  costituito  da due passaggi  fondamentali  che
portano allo sviluppo di un colore blu: la reazione tra le proteine e gli ioni
rameici in soluzione alcalina e la successiva riduzione del reagente di Folin da
parte delle proteine complessate con gli ioni rameici. Lo sviluppo di colore è
dovuto  principalmente  agli  amminoacidi  tirosina  e  triptofano  e  in  misura
minore  alla  cisteina  e  istidina;  le  proteine  riducono  il  reagente  di  Folin
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provocando la perdita di uno, due o tre atomi di ossigeno, si ottengono così
una o più specie ridotte di colore blu con assorbanza a 750 nm. L’intensità del
colore  è  proporzionale  alla  concentrazione  di  proteine  nel  campione.  Per
valutare  la  concentrazione  proteica  del  campione  incognito  è  necessario
realizzare una retta di taratura utilizzando come standard l'albumina sierica
bovina (BSA) a concentrazione nota. 
Protocollo
Inizialmente  è  stata  preparata una retta di taratura , realizzata in doppio, con
il bianco e gli standards di albumina a concentrazione crescente ( Tabella 2).  
                         Mitochondrial buffer 
                                           (μl )         
BSA (μl ) BSA (μg/μL) in MB H28
2mg/ml
BSA(μg)
Bianco 20 / 0 0
1 17 3 0,3 6
2 14 6 0,6 12
3 8 12 1,2 24
4 2 18 1,8 36
5 / 20 2 40
Tabella 2 : Preparazione campioni retta di taratura per dosaggio DC Bio – Rad
I campioni di mitocondri a concentrazione incognita sono stati diluiti 1:4 ( 5
μL di campione “mito” e 15  μL di MB ) e sono stati realizzati in singolo. Al
bianco,  agli  standards  e  ai  campioni  sono  stati  aggiunti  100   μL  della
soluzione A* ( 20 μL di REAGENTE S con 1000 μL di REAGENTE A)  e
800  μL di REAGENTE B, vortexando dopo l'aggiunta di ciascuna soluzione.
I  campioni  della  retta  di  taratura  e  quello  incognito  sono  stati  lasciati  in
incubazione per 30 minuti a temperatura ambiente e successivamente è stata
letta  l'assorbanza  dei  campioni  mediante  spettrofotometro  UV/Vis,  alla
lunghezza  d'onda di  750 nm.   Dall'equazione  della  retta  (y  = mx)  è  stata
ricavata la concentrazione del campione incognito risolvendo l'equazione in
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figura 12.
                                                                                                  
           ( lettura campione – lettura bianco )     ×   fattore di diluizione  =     mg            
                        coefficiente angolare                                                                     mL
Figura 12 : Equazione da risolvere per ricavare la concentrazione proteica
2.2.9  Elettroforesi  su gel  di  poliacrilammide in presenza di  sodio-
dodecil-solfato (SDS-PAGE)
L’elettroforesi è una tecnica che consiste nella migrazione differenziale, in un
campo elettrico, di molecole elettricamente cariche.
 
Figura 13: Esempio di immagine di campioni ottenuti al Western Blot con il metodo della
chemiluminescenza.
L’elettroforesi  viene  condotta  su  un  supporto  inerte  ed  omogeneo  (gel  o
matrice).  La  matrice  può  essere  composta  da  una  varietà  di  differenti
materiali, inclusa la carta, l’acetato di cellulosa, o gel fatti di poliacrilammide
o  agarosio.  Nel  nostro  caso  parleremo  dell'elettroforesi  su  gel  di
poliacrilammide in presenza di sodio-dodecil-solfato (SDS-PAGE). E' uno dei
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metodi più largamente usati per separare le proteine e determinare il loro peso
molecolare  apparente.  Abbinata  al  Western  Blot  e  all'  Immunocolorazione
costituisce  un  metodo  riproducibile,  rapido  ed  efficace  per  l'isolamento  e
l'identificazione delle proteine. I gel di poliacrilammide vengono realizzati al
momento  dell'uso  facendo  copolimerizzare  l'acrilammide  in  presenza  di
piccole quantità di N,N’metilenbisacrilammide (due molecole di acrilammide
unite da un gruppo metilenico)  in modo da ottenere un gel a struttura ben
definita  grazie  alla  formazione  di  legami  crociati  tra  la  bisacrilammide  e
l'acrilammide.  Alla  soluzione  di   acrilammide  e  bisacrilammide  è  stato
aggiunto  il  catalizzatore  della  reazione,   la   N,N,N’,N’  -
tetrametiletilendiammina   (  TEMED ),   e   un  iniziatore  della  reazione,  il
persolfato  di  ammonio  (APS)  al  10%.  Questa  polimerizzazione  radicalica
viene  fatta  avvenire  all’interno  dello  spazio  compreso  tra  due  vetri,
inizialmente lavati con dell'etanolo al 70%, in modo da ottenere una matrice
piatta con uno spessore di 0,75 mm. I gel da 0,75 mm erano composti da due
porzioni:  running  gel  e  stacking  gel.  Sono  stati  preparati,  in  un  primo
momento, 10 mL di running gel al 12% (Tabella 3). 
                                                 Running gel 12%
              Sostanza                                                                  Volume ( ml )
             H2O MilliQ                                                                      3,3 
          Acrilammide mix 30%                                                        4
           Tris 1,5 M pH 8,8                                                               2,5
               SDS 10%                                                                        0,1
              APS 10%                                                                         0,1
             TEMED                                                                            0.004
Tabella 3 : Preparazione del running gel al 12% per SDS – PAGE
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Una volta  colato il  running gel  tra  i  due vetri  tramite  pipetta,  è  stato poi
ricoperto con uno strato di butanolo per evitare reazioni di ossidazione. Nel
tempo necessario alla polimerizzazione, prepariamo lo stacking gel al 5% per
4 ml (Tabella 4).        
                                           Stacking gel 5 %
           Sostanza                                                                  Volume ( ml )
          H2O MilliQ                                                                      2,7 
      Acrilammide mix 30%                                                         0,67
      Tris 0.5 M  pH 6,8                                                                0,5
             SDS 10%                                                                       0,04
             APS  10%                                                                      0,04
             TEMED                                                                         0.004
Tabella 4 : Preparazione dello stacking gel al 5% per SDS – PAGE
Una volta polimerizzato il running gel, è stato lavato via il butanolo, colato lo
stacking gel, alto circa 1 cm, e inserito un pettinino da 0,75 mm tra i due
vetrini, per la creazione dei pozzetti. La corsa elettroforetica è stata eseguita
utilizzando come tampone il running buffer 1X, ottenuto dalla diluizione del
running 10X (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% , H2O a volume).  Lo
standard è stato solubilizzato nel Laemmli buffer 1X (β-mercaptoetanolo 0,7
M, Tris-HCl 0,5 M pH 6.8, SDS 20%, glicerolo 10%, blu di bromofenolo
come tracciante della corsa elettroforetica e H2O a volume). 
Lo standard  e i campioni sono preparati come segue:
✔ Standard  (STD):   4  μL di  Laemli  1X +  2  μL di  ladder  biotinilato
(proteina standard). 
✔ Campione: caricati 5 μg. 
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Dopo aver  vortexato e  spinnato  il  campione,  si  mette  a  bollire  per  5  min
accelerando la completa denaturazione.
Quando i gel si sono solidificati si rimuove il pettine, lasciando nello stacking
la  serie  di  pozzetti  pronti  per  il  caricamento  dei  campioni  tramite  puntali
monouso.
Chiusa  la  camera,  si  collega  all'alimentatore  di  corrente  mantenendo  un
voltaggio  costante  durante  tutta  la  durata  della  corsa  e  variando  invece
l'amperaggio: per i primi 15 min , 8mA per ogni gel, successivamente è stato
aumentato a 20 mA per gel. La corsa è stata interrotta quando la linea colorata
blu  dei  campioni  raggiungeva il  fronte  del  gel,  dopo 52 min,  a  345 Volt,
19.9mA, e 7 Watt.
(a)
(b)
     Figura 14: a) Alimentatore Bio- Rad ; b) Camera elettroforetica tetragel Bio- Rad .
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2.2.10  Western Blot
Il Western Blot è una tecnica che permette di rilevare e quantificare proteine
che reagiscono con un anticorpo specifico. In questa tecnica le proteine, dopo
essere state frazionate in SDS-PAGE , vengono trasferite su membrana grazie
ad  un  campo  elettrico  trasversale  che  le  forza  a  migrare  dal  gel  sulla
membrana a cui aderiscono. Per questo viene impiegato un sistema di Turbo
Trans – Blot , ossia un potente strumento che consente la visualizzazione e
l'identificazione delle proteine per analisi a valle, e tramite il quale la proteina
viene trasferita in 7 minuti su fogli di membrana in PVDF ( 0,2  μm, mini
format ).
Figura 15 : Trasferimento su membrana.
Il Western Blot si articola in vari passaggi quali:
➢ Fase  di  blocking :  la  membrana di  PVDF ,  in  una  vaschetta,  viene
immersa in 10 mL di latte (5,1 gr di Milk e 0,34 ml di TWEEN20, PBS a
volume) precedentemente preparato, e posta su un oscillatore a riposare per 1
ora. Nel processo di trasferimento rimangono dei siti liberi sulla membrana,
che vengono bloccati rivestendoli con una miscela di proteine non specifiche.
Questo evita il legame non specifico dell'anticorpo su tali siti.
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➢ Incubazione con l'anticorpo primario: la membrana viene immersa in
una soluzione  che  contiene  l' anticorpo  contro  la  proteina  d' interesse.
Quindi in 3mL di latte introduciamo l'anticorpo I, mouse, (1 : 250) verso gli
organelli,  lasciando in incubazione per 2 ore a temperatura ambiente.
➢ Lavaggi: sono 4 della durata di 10 min l'uno, con 15mL di latte per
lavaggio. Permettono di eliminare dalla membrana l'anticorpo in eccesso che
non ha aderito al proprio antigene.
➢ Incubazione con l'anticorpo secondario: la membrana viene immersa in
10mL  di  latte  contenente  sia  l'anticorpo  II ,  in  questo  caso  l'anti-mouse
(1:10000),  sia  l'antibiotina  (1:5000)  in  modo  da  riconoscere  la  biotina
presente  nello  standard.  Si  lascia  in  incubazione  per  1  ora  a  temperatura
ambiente.
➢ Lavaggi: tolto l'anticorpo II , la membrana viene nuovamente lavata per
ben 4 volte con 15 mL di latte ogni 10 min. I lavaggi permettono di eliminare
dalla  membrana  l'anticorpo  in  eccesso  che  non  ha  aderito  alle
immunoglobuline  dell'anticorpo primario.  Poi  vengono effettuati  2  lavaggi
finali di 5min l'uno con 15 mL di PBS e un lavaggio di 1 min con acqua per
preparazioni biologiche.
Prima  degli  ultimi  4  lavaggi  con  latte,  viene  acceso  lo  strumento  per
l'acquisizione  delle   immagini  dei  gel  in  fluorescenza,  e  mettendo quello
automatico, selezionando “chemiluminescenza”  , il 1° vassoio , “precision –
auto” e “focusing”. 
➢ La membrana , nella vaschetta, è stata quindi incubata per 1 minuto con
circa  2  mL  di  soluzione  formata  dal  substrato,  il  luminolo  (ECL  Kit,
PerkinElmer)  ,  ed  il  marcatore,  ossia  la  perossidasi   (HRP),  ossidante,  in
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modo da rivelarne le proteine . 
➢  L'acquisizione delle membrane è stata effettuata in chemiluminescenza
con lo strumento “ImageQuantLAS4010” (GE-Healthcare). L'intensità delle
bande immunoreattive, relative alla proteina d'interesse, è stata quantificata
dal software “ImageQuantTL”
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Capitolo 3
Risultati e Discussione
Lo studio riportato da questo lavoro di tesi rientra nel progetto italiano mt-
HPP che  fa  parte  dello  studio  ad  ampio  raggio  della  Human  Proteomic
Organization(HUPO):  il  chromosome-centric  Human  Proteome  Project  (c-
HPP). Il c-HPP ha come scopo quello di caratterizzare le proteine codificate
dai 24 cromosomi nucleari entro il 2022. I cromosomi sono stati assegnati a
differenti nazioni (figura 16) ed all’Italia è stato attribuito il mitocondrio.
Figura 16: Schema del chromosome-centric Human Proteome Project (c-HPP).
L’iniziativa del mt-HPP è guidata dall’Italian Proteomics Association (ItPA),
società di cui fa parte il nostro laboratorio, ed ha l’obiettivo di integrare il c-
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HPP con la caratterizzazione delle proteine codificate dal DNA mitocondriale
(mtDNA). Infatti molte delle proteine codificate a livello nucleare giocano un
ruolo importante nella patofisiologia mitocondriale, ed interagiscono con altre
proteine  codificate  dal  mtDNA.  Pertanto,  la  correlazione  funzionale  e
patologica delle proteine mitocondriali con quelle mitocondriali ma codificate
dal nucleo, rientra nelle finalità del progetto mt-HPP.
Tabella 5: Partecipanti italiani al progetto mt-HPP
Nome Istituto
Andrea Urbani, Luisa Pieroni, Enrico Cilio Università Roma Tor Vergata
Maurizio Ronci Università D’Annunzio, Chieti
Luigi Bonizzi, Paola Roncada, Alessio 
Soggiu, Cristian Piras, Isabella Alloggio
Università Milano
Mauro Fasano, Tiziana Alberio, Heather 
Bondi, Mara Zilocchi, Chiara Monti
Arsizio (Va)
Armando Negri, Gabriella Tedeschi Università Milano
Fulvio Magni, Clizia Chinello Università Milano-Bicocca, 
Monza
Andrea  Di  Fonzo,  Giampaolo  Merlini,
Francesca Lavatelli
Policlinico S. Matteo, Pavia
 Silvia Rocchiccioli IFC-CNR, Pisa
Antonio Lucacchini, Laura Giusti, 
Federica Ciregia
Università di Pisa
Vito De Pinto Università di Catania, Dip. 
 Vincenzo Cunsolo, Rosaria Saletti, Vera 
Muccilli 
Università di Catania
Roberto Scatena, Patrizia Bottoni Università Cattolica, Roma
 Cecilia Gelfi, Daniele Capitanio Università Milano
Diego Cigna CNR, Palermo
Italia Bongarzone INT, Milano
Roberta Pastorelli, Laura Brunelli, Silvia 
Giordano
Mario Negri, Milano
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Dario Di Silvestre ITB-CNR, Segrate
Barbara Garavaglia, Valeria Tiranti, 
Daniele Ghezzi
Besta, Milano
ti, Piero Pucci , Margherita Ruoppolo, 
Leila Birolo, Angela Amoresano, Andrea 
Università Napoli
Claudio Bandi Università Milano
Davide Sassera Università Pavia
Gaia Maria Anelli, Chiara Novielli, 
Francesca Nardi
Università Milano, c/o Sacco 
Cristina Banfi, Maura Brioschi Centro Cardiologico Monzino 
IRCCS
Maria Nicola Gadaleta, Clara Musicco Università Bari
Ist. Bioenergetica CNR
Il nostro laboratorio, come unità del mt-HPP (tabella 5), ha due compiti. Uno
focalizzato  sullo  studio  del  coinvolgimento  delle  proteine  mitocondriali  in
alcune  patologie,  l’altro  incentrato  nella  generale  caratterizzazione  delle
proteine espresse nel mitocondrio.
Per  quanto  riguarda  il  primo  aspetto,  siamo  attualmente  impegnati  nello
studio  delle  disfunzioni  mitocondriali  in  diversi  stati  patologici  ed  in
campioni biologici diversi:
 le alterazioni riscontrate nelle cellule pancreatiche nel diabete di tipo 2
 le disfunzioni mitocondriali in linfociti di pazienti affetti da disturbo
bipolare
 il ruolo dei mitocondri nella sindrome da fatica cronica utilizzando le
piastrine
Accanto  a  questo  aspetto  patofisiologico,  abbiamo  anche  il  compito  di
caratterizzare le proteine mitocondriali espresse in due linee cellulari da cui i
mitocondri  devono  essere  estratti  secondo  una  metodica  standardizzata  e
condivisa dal consorzio mt-HPP, e nello specifico le linee cellulari scelte sono
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state:
 le  cellule  H28,  da  cui  i  mitocondri  devono  essere  estratti  con
centrifugazione in gradiente di densità
 le cellule Hela, da cui i mitocondri devono essere estratti con un kit
commerciale
Prima di tutto, per ogni aspetto del progetto, abbiamo dovuto finalizzare le
condizioni  sperimentali  ottimali  utili  per  l’estrazione  di  mitocondri.
L’isolamento mitocondriale è piuttosto problematico dal momento che questi
organelli hanno una correlazione molto stretta con altri compartimenti sub-
cellulari  e  con  il  citoscheletro.  Pertanto,  anche  se  i  mitocondri  vengono
frazionati,  le  proteine  contaminanti  provenienti  soprattutto  dal  reticolo
endoplasmatico e dalla membrana plasmatica, non possono essere del tutto
escluse  dai  campioni,  per  questo  si  preferisce  parlare  di  arricchimento
mitocondriale piuttosto che di isolamento.
Per  quanto  riguarda  la  prima  parte  del  progetto,  è  stata  scelta  la
centrifugazione differenziale come tecnica di isolamento dei mitocondri, varia
però la modalità di estrazione degli organelli dai diversi tipi cellulari.
Per lo studio sul diabete di tipo 2 abbiamo al momento analizzato cellule INS-
1E di ratto, per poi passare alle cellule umane, ed i mitocondri sono estratti
dopo rottura meccanica delle cellule  pancreatiche con potter.  Nel caso dei
linfociti, al trattamento con potter va aggiunta anche la sonicazione, vista la
resistenza  di  questo  tipo cellulare  alla  rottura.  Infine,  per  le  piastrine  si  è
optato  per  l’utilizzo  di  un  tampone  di  lisi.  Come  riportato  in  materiali  e
metodi  (vedi  cap.2  ,  par  2.2),  all’estrazione  segue  poi  la  centrifugazione
differenziale.
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La purezza delle frazioni  cellulari  ottenute è stata valutata tramite western
blot utilizzando un cocktail di anticorpi specifici per le varie frazioni cellulari.
In  figura  17 è  riportata  l’immunoreattività  delle  frazioni  mitocondriali
ottenute da ogni tipo di cellula.
Figura 17: Bande immunoreattive ottenute dal western blot relative alle frazioni citosolica
(proteina gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi; 36 kDa) e mitocondriale (proteina ATP5A;
55 kDa).
Come si  può osservare,  la  preparazione  mitocondriale  presenta  una  banda
immunoreattiva  a  PM  55  kDa  corrispondente  alla  proteina  mitocondriale
ATP5A e solo una debole contaminazione da citoplasma, come dimostrato
dalla  banda  a  36  kDa  della  gliceraldeide3  fosfato  deidrogenasi.  Avendo
confermato l’arricchimento della preparazione mitocondriale, si potrà quindi
procedere  con  la  sperimentazione  analizzando  il  contenuto  proteico  della
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frazione  mitocondriale  mediante  due  tecniche  proteomiche  complementari:
elettroforesi  bidimensionale  e  label-free  shotgun.  Successivamente  saranno
confrontati i pattern proteici dei malati con quelli dei controlli appropriati per
ogni patologia in esame.
Per la seconda parte del progetto mt-HPP, abbiamo dovuto mettere a punto la
centrifugazione  in  gradiente  per  l’arricchimento  dei  mitocondri  da  cellule
H28, e testare un kit commerciale (Sigma) su un altro modello cellulare: le
cellule HeLa.
Il consorzio mt-HPP ha infatti assegnato ai diversi gruppi italiani coinvolti,
linee cellulari differenti. Inoltre per ogni linea cellulare è stata anche scelta
una diversa tecnica di estrazione dei mitocondri, come schematizzato nella
figura 18.
Figura 18: Gruppi italiani coinvolti  nell’estrazione dei mitocondri dai modelli  cellulari
selezionati. Come si può vedere il nostro laboratorio (Giusti) ha il compito di estrarre i
mitocondri  dalle  HeLa  con  il  kit  commerciale,  e  dalle  H28  con  la  centrifugazione  in
gradiente
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Una  volta  ottenuta  la  frazione  mitocondriale  arricchita,  questa  andrà
analizzata  mediante  spettrometria  di  massa  (proteomica  shotgun)  da  un
diverso gruppo coinvolto nel progetto. Lo scopo è quello di creare un network
di collaborazione e scambio con tutti i gruppi italiani coinvolti.
Come si può vedere nella figura 19, i mitocondri che abbiamo estratto dalle
HeLa col kit commerciale andranno inviati per l’analisi di massa al gruppo di
Napoli  del  professor  Pucci  (Università  degli  Studi  di  Napoli  Federico  II).
Mentre  la  frazione  mitocondriale  ottenuta  dalle  H28  sarà  analizzata
all’Università  di  Milano dal  gruppo del  professor  Magni  (Università  degli
Studi di Milano-Bicocca).
Figura 19: schema riassuntivo del network di destinazione dei mitocondri per l’analisi con
spettrometria di massa 
Per  quanto  riguarda  le  cellule  H28,  l’obiettivo  è  quello  di  ottimizzare  un
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metodo di estrazione dei mitocondri tramite centrifugazione in gradiente di
densità  di  saccarosio.  Il  punto  di  partenza  è  stato  il  protocollo  Pieroni,
standardizzato dal gruppo Urbani, presente nel progetto mt-HPP, sulla linea
cellulare  HeLa.  Naturalmente  il  protocollo  deve  essere  modificato  e
ottimizzato a seconda della linea cellulare in esame, soprattutto per quanto
riguarda  la  rottura  delle  cellule.  Prima  di  procedere  all’estrazione  dei
mitocondri dalle cellule H28, abbiamo eseguito una prova di centrifugazione
in gradiente di densità sul fegato di un ratto. Sono state testate due differenti
modalità  di  gradiente  discontinuo:  uno  formato  da  saccarosio  1,6  M  e
saccarosio 1,2 M, l’altro da saccarosio 1,6 M e 1 M, concentrazioni diverse di
saccarosio che si  riflettono in  diverse densità.  Il  punto importante  è  che i
mitocondri si stabilizzino all’interfaccia del gradiente in base alla loro densità,
che in generale si aggira su 1.17-1.21 g cm-3. 
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Tabella 6: Densità dei componenti subcellulari in soluzioni di saccarosio. 
Dopo il sacrificio dell’animale, il fegato è stato omogenizzato con il potter e
sottoposto ad una serie di centrifugazioni differenziali, che hanno portato al
pellet arricchito in mitocondri da stratificare sul gradiente di saccarosio. Dopo
l’ottenimento finale dei mitocondri, la loro purezza è stata valutata mediante
western  blot.  L’immagine  delle  bande  immunoreattive  mostra  una  buona
frazione mitocondriale e la presenza di membrane plasmatiche a PM più alti.
Non  sono  visibili  evidenti  differenze  di  arricchimento  utilizzando  le  due
diverse concentrazioni  di  saccarosio,  quindi abbiamo deciso di  attenerci  al
protocollo Pieroni. 
Figure 20: Bande immunoreattive relative alla prova su ratto con differenti gradienti di
densità: (a) con saccarosio 1 M, (b) con saccarosio 1.2 M. 
Dopo questo controllo, siamo passati alle cellule H28 ed abbiamo cercato di
ottimizzare il numero di strokes da eseguire con il potter. Le prime prove sono
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state compiute utilizzando il numero di strokes previsti dal protocollo, cioè
25.  Dopo visualizzazione al  microscopio abbiamo verificato che la rottura
delle  cellule  era  insufficiente.  Abbiamo  quindi  aggiunto  un  passaggio  di
sonicazione. Il western blot ha dato il risultato mostrato in  figura 21: sono
visibili la banda dei mitocondri a 55 kDa, la banda del citosol a 36 kDa e una
doppia banda a PM bassi che rivela la presenza di istoni nucleari (anticorpo
anti-Histone H3 MW = 15.5 kDa). Questo dato fa supporre che probabilmente
la  sonicazione  abbia  rotto  anche i  nuclei  e  le  membrane nucleari  si  siano
stratificate nel gradiente insieme ai mitocondri a causa della densità simile. 
Figure 21: Western  blot  della  frazione  mitocondriale  da  H28 ottenuta  aggiungendo  la
sonicazione.
Abbiamo infine  standardizzato  il  metodo utilizzando 45 strokes e  l’analisi
western  blot  della  frazione  mitocondriale  arricchita  fornisce  i  risultati  in
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figura 22.
Figure  22: Bande  immunoreattive  della  frazione  mitocondriale  da  H28  ottenuta
aumentando il numero degli strokes. 
Sono presenti una banda leggera dei mitocondri e la banda del citosol a PM
inferiore. Non si vede più la banda degli istoni a circa 20 kDa, quindi non
abbiamo  rotto  i  nuclei.  La  banda  della  proteina  gliceraldeide  3fosfato
deidrogenasi risulta evidente in quasi tutte le preparazioni mitocondriali che
abbiamo svolto. Questo dato può far pensare che non siamo riusciti a pulire
bene la frazione mitocondriale dal citosol, che viene rilevato dalla notevole
immunoreattività della banda a 36 kDa. Dati presenti in letteratura riportano
tuttavia che GAPDH, gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi, enzima glicolitico
che  si  ritiene  risiedere  esclusivamente  nel  citosol,  in  condizioni  di  stress
ossidativo traslochi nei mitocondri, dove si accumula e gioca un ruolo chiave
nell’apoptosi. Essendo le cellule H28 una linea tumorale, è probabile che il
fenomeno dello stress ossidativo sia importante, e che possa avvenire quindi
la traslocazione dell’enzima GAPDH nei mitocondri.
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Possiamo fare  una verifica  utilizzando due  markers  citosolici  diversi  dalla
gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi:  la  transaldolasi  e la ciclofilina A, che
danno bande rispettivamente a 38 kDa e a 18 kDa. 
Figure 23: western blot utilizzando gli anticorpi verso le proteine citosoliche transaldolasi 
e ciclofilina A. 
Come  vediamo  in  figura  23,  non  sono  visibili  bande  che  riconoscano  la
proteina citosolica transaldolasi  e la ciclofilina A. Il  risultato è positivo,  e
quindi si può pensare che la GAPDH non sia indicativa di un inquinamento da
citosol. 
La seconda parte del progetto mt-HPP prevede di testare un kit commerciale
(Sigma) per l’estrazione dei mitocondri dalla linea cellulare HeLa. Come da
protocollo, una volta ottenute le cellule per tripsinizzazione, abbiamo svolto la
lisi  cellulare  con  le  soluzioni  fornite  dal  kit  e  dopo  due  centrifugazioni
differenziali  abbiamo  ottenuto  il  pellet  dei  mitocondri.  Il  pellet  è  stato
risospeso con Storage Buffer, al fine di mantenere l’integrità dei mitocondri, e
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l’analisi  western  blot  utilizzando  il  cocktail  di  anticorpi  ha  mostrato  il
risultato in figura 24. 
Figure 24: Bande immunoreattive del western blot sulla preparazione mitocondriale da 
cellule HeLa. 
Sono visibili la banda dei mitocondri a 55 kDa, le membrane plasmatiche a
113 kDa, la banda intensa del citosol a 36 kDa, mentre la banda dei nuclei a
circa 15 kDa risulta debole. Questo kit non risulta particolarmente efficiente
nell’arricchimento mitocondriale ma ha l’unico vantaggio di essere rapido. 
I pellet di mitocondri (n=3, triplicato biologico) che abbiamo estratto dalle
HeLa col kit commerciale sono stati inviati per l’analisi di massa al gruppo di
Napoli del professor Pucci (Università degli Studi di Napoli Federico II) che
valuterà l’effettivo arricchimento in proteine mitocondriali e quindi l’efficacia
di tale protocollo. 
L’arricchimento  mitocondriale  è  molto  complesso  perché  questi  organelli
presentano  forti  interazioni  con  altri  compartimenti  subcellulari  e  il
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citoscheletro.  Inoltre,  anche  se  i  mitocondri  vengono  ben  frazionati,
contaminanti proteici, provenienti in particolare dal reticolo endoplasmatico e
dalla  membrana  di  altri  organelli  quali  i  lisosomi,  che  presentano  densità
vicine a quella del mitocondrio, non possono essere completamente esclusi.
L’esito  dell’analisi  in  spettrometria  di  massa  sui  nostri  campioni  ci  darà
un’indicazione dell’arricchimento della frazione mitocondriale ottenuta per le
diverse preparazioni. I risultati dei vari componenti di consorzio confluiranno
in metodologie  comuni da seguire,  sia  per  la preparazione dei  mitocondri,
oggetto  di  studio  del  progetto  mt-HPP,  sia  per  la  successiva  analisi  in
spettrometria di massa e permetteranno di stabilire quali metodologie seguire
nella preparazione dei mitocondri oggetto di studio dell’mt-HPP.  
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